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RESUMO 
Devido à ausência de estudos que caracterizem o desenvolvimento ovocitário de 
Atherinella brasiliensis, este trabalho visa caracterizar a ovogênese da espécie, utilizando 
análises histológicas e citoquímicas. Foram realizadas coletas mensais entre novembro de 
1998 a outubro de 1999 em uma planície de maré adjacente a gamboa do Baguaçu, na Baía de 
Paranaguá, Paraná. Os exemplares foram seccionados na região ventral e tiveram as gônadas 
retiradas, sendo que algumas foram fixadas em Bouin (máximo 20 horas) e em seguida 
armazenadas em álcool 70%. As gônadas foram preparadas para a realização de lâminas 
permanentes e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) (descrição morfológica) e com as 
técnicas de coloração, Ácido Periódico-Schiff (P AS) (detecção de açúcares neutros), Alcian 
Blue pH 2,5 (AB pH2,5) (detecção de açúcares ácidos carboxilados e sulfatados), Alcian 
Blue pH 1,0 (AB pH 1,0) (detecção de açúcares ácidos sulfatados) e Fast Green (FG) 
(detecção de proteínas totais): Através da análise· histológica dos ovários, corados com HE, 
foram caracterizadas 6 fases de desenvolvimento ovocitário. A análise morfológica permitiu 
observar entre o ovócito e as células foliculares (a partir da fase II) uma estrutura (camada) 
filamentosa acidófila. Através do P AS, o citoplasma mostrou uma maior intensidade de 
reação nas fases mais desenvolvidas. As células foliculares, a membrana vitelina e a camada 
dos filamentos se coraram em todas as fases. As vesículas citoplasmáticas não se coram, ao 
contrário dos grânulos de vitelo. Através do AB pH 2,5 detectou-se açúcares ácidos no 
citoplasma dos ovócitos, exceto nas fases I e VI. As vesículas citoplasmáticas, membrana 
vitelina e os filamentos mostram-se sem afinidade. As células foliculares e os grânulos de 
vitelomostram-se corados. Através do AB pH 1,0 detectou-se açúcares ácidos sulfatados no 
citoplasma dos ovócitos apenas nas fases II, III e IV. As vesículas citoplasmáticas, grânulos 
de vitelo, membrana vitelinae camada de filamentos não apresentaram coloração e as células 
foliculares apenas na fase II. A utilização do FG permitiu observar que o citoplasma dos 
ovócitos em todas as fases de desenvolvimento apresenta-se corado (exceto a fase I). A 
camada de filamentos, membrana vitelina e células foliculares possuem afinidade pelo 
corante. Os resultados do presente estudo permitem mencionar que a estrutura filamentosa, 
corada por P AS e FG, possivelmente desempenha a função de fixação do folículo maduro no 
substrato (auxiliando na fecundação e início do desenvolvimento embrionário), além de uma 
função protetora dos ovócitos, sugerindo uma adaptação reprodutiva da espécie no ambiente. 
Os carboidratos ácidos, provavelmente, são fundamentais na manutenção da ovogênese e os 
carboidratos neutros e proteínas, desempenham uma função de nutrição para o embrião. A 
presença de carboidratos neutros na membrana vitelina pode estar relacionada com o 
reconhecimento do espermatozóide específico. 
1. INTRODUÇÃO 
Estuários são locais onde ocorre o encontro da água doce (proveniente dos rios) 
com a água salgada (proveniente do mar), logo possui uma salinidade intermediária entre 
o rio e o mar, a qual aumenta no período de seca e diminui, no chuvoso. Além da 
salinidade, há outros fatores atuantes (temperatura, O2 dissolvido, pHe sedimento): Os 
ambientes estuarinos são locais que apresentam fauna e flora adaptáveis às pressões 
ambientais e estabilidade ecológica em um ambiente. fisicamente favorável, porém frágil a 
mudanças introduzidas pelo homem (Y ANES-ARANCIBIA, 1986). 
Os estuários possuem microambientes" tais como gamboas (rios estuarinos), áreas 
de manguezais e planícies de marés, locais estes, onde são necessários estudos que 
permitam identificar as características destas áreas, seus padrões hidrológicos e biológicos 
e as conseqüências de alterações em tais padrões, tendo em vista a sobrevivência das 
espécies dependentes desta área. 
Dentre os vários ambientes do ecossistema estuarino, as áreas rasas (planicies de 
maré) foram pouco estudadas. As planícies de maré são locais que ficam submersos pela ação 
das marés, foram pouco estudadas e por isso, pouco se sabe sobre a sua utilização e sobre as 
espécies de peixes que a habitam. 
O Complexo Estuarino Baía de Paranaguá se localiza no litoral paranaense, sendo 
composto por 5 baías: Guaraqueçaba, Pinheiros, Laranjeira, Paranaguá e Antonina. 
Em sondagens preliminares realizadas em planícies de maré do Complexo 
Estuarino Baía de Paranaguá, dentre as várias espécies de peixes encontradas o peixe-rei, 
Atherinella brasiliensis (Atherinidae), apresentou a maior freqüência e abundância, sendo 
o objeto de estudo neste trabalho. 
Esta espécie é de pequeno porte e ocorre da Venezuela ao Rio Grande do Sul 
(FIGUEIREDO e MENEZES, 2000). Alimenta-se basicamente de detritos vegetais e, em 
escala menor, de pequenos peixes e crustáceos e ocasionalmente de outros invertebrados. 
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É considerada uma espécie estuarina residente, pois desenvolve todo o seu ciclo de vida 
neste amqiente. 
Dentre os estudos biológicos, a biologia reprodutiva possibilita determinar os 
aspectos reprodutivos das espécies e de acordo com DIAS e colaboradores (1998), para a 
obtenção de informações sobre a época, local e o tipo de desova, sobre a fecundidade e o 
entendimento do ciclo reprodutivo de indivíduos, se faz necessária uma classificação do 
desenvolvimento gonadal. 
Nos estudos reprodutivos os ovários possuem uma maior importância perante os 
testículos, pois atuam como determinantes da época de desova, bem como do possível 
número de descendentes (CHAVES e VAZZOLER, 1984), além de sofrerem ao longo do 
ano uma variação cíclica, que pode ser estudada tanto do ponto de vista estmtural quanto 
funcional (VIZZIANO e BEROIS, 1990) 
- .. A avaliação do grau de maturação ovariana pode· ser feita utilizando-se métodos 
macroscópicos e/ou microscópicos. 
Os métodos macroscópicos levam em consideração características como: tamanho 
e volume que a gônada ocupa na cavidade, cor, vascularização, visualização de ovócitos 
(podendo ser opacos, translúcidos ou hialinos). Muitas vezes este método não é suficiente, 
como também pode levar a uma determinação errada do estádio de desenvolvimento 
ovariano, pois é bastante subjetivo e generalizado não permitindo detectar desova recente 
ou iminente (DIAS et ai, 1998). 
Para se entender o mecanismo de desenvolvimento ovariano, faz-se necessário a 
compreensão da ovogênese. 
A maturação dos ovócitos é um processo contínuo (CHINI et ai, 2001). A 
ovogênese envolve uma série de modificações a nível nuclear, citoplasmático e folicular 
(MARQUES- et ai, 2000). Uma vez que as células germinativas femininas passam por 
profundas modificações durante seu desenvolvimento, podendo caracterizar fases ao 
longo do processo de ovogênese (V AZZOLER, 1996). Estas fases são usadas como 
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parâmetro para determinar o desenvolvimento reprodutivo, pOIS as células se 
desenvolvem desde a ovogônia até os ovócitos maduros (WEST, 1990). 
Segundo FÁVARO e CHAVES (1999) conhecer o desenvolvimento das células 
germinativas auxilia no entendimento do mecanismo reprodutivo. Apesar de estudos 
histológicos fornecerem informações precisas sobre o desenvolvimento ovocitário, as 
interpretações algumas vezes são confusas porque os diferentes autores usam diferentes 
termos para uma mesma estrutura (WEST, 1990). 
Devido à escassez de trabalhos sobre a biologia de Atherinella brasiliensis no 
Brasil (PESSANHA e ARAÚJO, 2001) e à ausência de estudos que caracterizem o 
desenvolvimento ovocitário, este trabalho visa caracterizar aovogênese da espécie, 
utilizando análises histológicas e citoquímicas, fornecendo assim conhecimento que 
possibilite um melhor entendimento da biologia reprodutiva desta espécie, tão freqüente 
em nosso litoral. 
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2. OBJETIVOS 
Este trabalho tem como objetivo descrever morfologicamente a ovogênese de 
Atherinella brasiliensis, caracterizando as diferentes fases de desenvolvimento dos 
folículos ovarianos, através de análises histológicas e citoquímicas (de carboidratos e 
proteínas totais) dos ovários, possibilitando assim um maior entendimento e 
conhecimento do processo reprodutivo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
Foram realizadas coletas mensais entre novembro de 1998 a outubro de 1999 em 
uma planície de maré adjacente a gamboa do Baguaçu, na Baía de Paranaguá, Paraná. 
Para a realização das coletas, utilizou-se rede tipo picaré com 30,Om de 
comprimento por 2,Om de boca e 3m de altura, e malha de 0,5cm entre nós adjacentes, 
com a qual se efetuou os arrastos. 
Os exemplares de Atherinella brasiliensis foram seccionados na região ventral para 
exposição de suas gônadas~ podendo-se desta maneira identificar o sexo 
macroscopicamente~Posteriormente as gônadas foram retiradas e fIxadas em Bouin, no 
máximo por 20 horas e em seguida armazenadas em álcool 70%. 
As gônadas foram desidratadas em série crescente de álcoois (etanol 70%, 80%, 
90% e 100%) com 3 banhos de 20 minutos em cada concentração, diafanizadas em xilol 
(3 banhos de 5 minutos cada) e incluídas em parafma. 
Os cortes foram realizados na espessura de 5 Jlm a 7 Jlm, distendidos em lâminas de 
vidro, hidratados em série decrescente de etanol, corados com Hematoxilina-Eosina (para 
descrição morfológica), e as seguintes técnicas histoquímicas, Ácido Periódico-Schiff 
(PAS) (detecção de carboidratos neutros), Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5) (detecção de 
carboidratos ácidos carboxilados e sulfatados), Alcian Blue pH 1,0 (AB pH 1,0) (detecção 
de carboidratos ácidos sulfatados) e Fast Green (FG) (detecção de proteínas totais). 
Os controles negativos realizados na detecção de carboidratos foram: 
• Ausência do ácido periódico (controle do PAS). 
• Metilação (controle dos AB pH 2,5 e pH 1,0). 
A análise das lâminas foi efetuada em microscópio de luz e documentada através 
do fotomicroscópio Zeins Amophot do Setor de Ciências Biológicas da UFPR 
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4. RESULTADOS 
4.1 DESCRIÇÃO MORFOLÓGICA. 
OS critérios utilizados no presente trabalho nas análises microscópicas para 
caracterizar as fases da ovogênese foram: tamanho dos folículos, surgimento de células 
foliculares, estrutura ftlamentosa e membrana vitelina, afmidade por corante e surgimento 
de inc1q.sões citoplasmáticas, basicamente os mesmos já utilizados por SCHUL TZ e 
colaboradores, (2002). 
Através da análise histológicados ovários, corados com hematoxilina-eosina (HE) 
foram caracterizadas 6 fases de desenvolvimento ovocitário. 
Fase I (ovogônia) - células com núcleo grande e claro, presença de nucléolo único, 
basóftlo.e central, citoplasma escasso. As ovogônias podem se apresentar isoladas ou em 
ninhos de células (Fig. 1). 
Fase 11 - O ovócito apresenta forma arredondada ou angular, núcleo com alguns 
nucléolos e citoplasma basóftlo. Ocorre o surgimento das células foliculares, que se 
apresentam como uma única camada de células pavimentosas, as quais mantêm as 
mesmas características no decorrer do processo. Entre o ovócitoe as células foliculares, 
forma-se uma camada filamentosa acidófüa (Fig. 2). 
Fase III - No ovócito não ocorrem mudanças nucleares aparentes, exceto pelo 
aumento no número de nucléolos. No citoplasma aumentado e agora menos basóftlo, 
ocorre o surgimento de vesículas em seu interior. Ocorre a forrnação da membrana 
vitelina entre o ovócito e a estrutura ftlamentosa formada na fase 11. A fase IH foi 
subdividida em 2 sub-fases, de acordo com o número e tamanho das vesículas 
citoplasmáticas e do número de filamentos e espessura da camada filamentosa anexa ao 
ovócito. 
Sub fase IH inicial - apresenta poucas e pequenas vesículas citoplasmáticas 
e um pequeno número de filamentos, proporcionando pouca espessura à camada 
filamentosa (Fig. 3 e 4). 
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Sub fase fi final- o ovócito se mostra aumentado e contém uma maior quantidade 
de vesículas citoplasmáticas de maior tamanho. Observa-se um maior número de filamentos e o 
aumento na espessura da camada filamentosa entre a membrana vitelina e as células folículares 
(Fig.4). 
Fase N - Ovócitos aumentados em relação às fases anteriores. Esta fase é caracterizada 
pela presença de vesículas citoplasmáticas juntamente com grânulos de vitelo no citoplasma, o 
qual perde a basofilia. Ocorre um aumento na espessura da camada filamentosa (Fig. 5 e 6). 
Fase V - Difícil visualização do núcleo devido ao aumento do vohune do 
citoplasma (que se toma acidóftlo):. Há predomínio de grânulos de vitelo. Aumento da 
espessura da membrana vitelinajuntamente com acamada filamentosa adjacente (Fig. 5 e 
6). 
Fase VI - Ocorre a hidratação pré-ovulatória característica em peixes marinhos-
estuarinos. Os grânulos de vitelo fundem~se, deixando o citoplasma com aspecto 
homogêneo (Fig. 7). 
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Figura 1: Ovogônias em ninhos (-'), folículo ovariano fase Ir (FIr), núcleo (N) e nucléolo (-). 
HE, escala = 30/-lm. 
Figura 2: Folículo ovariano fase 11 (Fll), núcleo (N) e nucléolo (-), folículo ovariano fase V 
(FV), filamentos ( .). HE, escala = 45/-lm. 
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Figura 3: Folículo ovariano fase II (FII), fotículo ovariano fase III inicial (FIII i) núcleo (N), 
nucléolo (-), vesícula (V) e filamentos (. ). HE, escala = 30f..lm. 
Figura 4 : Folículo ovariano fase ill inicial (FTII i), vesícula (V), folículo ovariano fase TIl final 
(Fill F), filamentos ( . ), membrana vitelina (* ) e células foliculares ( _ ). HE, escala = 30f..lm. 
Figura 5: Folículo ovariano fase II (FlI), folículo ovariano fase fi final (FIlI F), folículo ovariano 
fase IV (FIV), folículo ovariano fase V (FV), folículo vazio (FVZ) e grânulo de vitelo ( ~ ). 
Coloração HE, escala = 180~m. 
Figura 6: F olículo ovariano fase II (FII), folículo ovariano fase IV (FIV), folículo ovariano fase 
VI (FVI), filamentos (. ) e membrana vitelina (* ). HE, escala = 90l-lffi. 
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Figura 7: Folículo ovariano fase VI (FVI), fusão dos grânulos de vitelo ( * ). HE, escala = 
180l-im. 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO CITOQUÍMICA 
4.2.1 Detecção. Do.s Carbo.idrato.s No.s Fo.lículo.s Ovariano.s 
N a utilização. do. P AS, estruturas co.radas em magenta indicam reação. po.sitiva, 
detectando. açúcares neutro.s. Utilizando. as técnicas do. AB pH 2,5 e pH 1,0 as estruturas 
co.radas em azul, indicam reação. po.sitiva, demo.nstrando. o.S açúcares ácido.s. 
Os co.ntro.les negativo.s, realizado.s para as técnicas de detecção. de açúcares, não. 
apresentaram-se co.rado.s. 
4.2.1.1 Ácido. Periódico.-Schiff (PAS) (detecção. de carbo.idrato.s neutro.s) 
A detecção. do.s carbo.idrato.s neutro.s fo.i realizada através da técnica do. PAS. To.das 
as fases do. desenvo.lvimento. o.vo.citário., exceto. a fase I, mostraram afmidade pelo. co.rante. 
O cito.plasma ·do.s o.vócito.s po.ssuí maio.r intensidade de co.lo.ração. nas fases mais 
desenvo.lvidas (Figs. 8, 9 e 10). 
Os carbo.idrato.s neutro.s estão. presentes nas células fo.liculares e na membrana 
vitelina em to.das as fases. 
As vesículas cito.plasmáticas não. se apresentam co.radas, ao. co.ntrário. do.s grânulo.s 
de vitelo.. A camada do.s filamento.s apresenta afinidade pelo. P AS, desde o. seu surgimento. 
na fase II (Figs. 8, 9 e 10). 
4.2.1.2 Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5) (detecção. de carbo.idrato.s ácido.s carbo.xilado.s e 
sulfatado.s ). 
A detecção. de carbo.idrato.s ácido.s (carbo.xilado.s e sulfatado.s) fo.i realizada através 
do. AB pH 2,5. Esta técnica permitiu detectar açúcares ácido.s no. cito.plasma do.s o.vócito.s 
em to.das as f~ses da o.vo.gênese, exceto. nas fases I e VI (Figs. 11 e 12). 
As vesículas cito.plasmáticas e a membrana vitelina mo.straram-se não. co.radas ao. 
co.ntrário. do.s grânulo.s de vitelo., que apresentaram reação. po.sitiva. As células fo.liculares 
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mostraram-se pouco coradas. A camada filamentosa adquiriu fraca coloração entre os 
filamentos~ os quais mostram-se sem afmidades pelo AB pH 2~5 (Figs. 11 e 12). 
4.2.1.3 Alcian Blue pH 1,0 (AB pH 1,0) (detecção de carboidratos ácidos sulfatados). 
A detecção de carboidratos ácidos sulfatados foi realizada através do AB pH 1,0. 
Esta técnica permitiu detectar açúcares ácidos no citoplasma dos ovócitos apenas nas 
fases II~ III e IV da ovogênese~ não mostrando reação positiva nas fases I, V e VI (Figs . 
13 e 14). 
As vesículas citoplasmáticas mostraram-se não coradas e os grânulos de vitelo 
--
corados. Os carboidratos ácidos sulfatados estão presentes nas células foliculares apenas 
na fase lI, nas demais fases é perdida a afmidade desta estrutura pelo corante. 
A membrana vitelina e a camada de filamentos não adquiriram coloração (Figs. 13 
e 14). 
4.2.2 Detecção Das Proteínas Totais Nos Folículos Ovarianos 
4.2.2.1 Fast Green (FG) 
A detecção de proteínas totais foi realizada através da técnica do Fast Green. 
O citoplasma dos ovócitos mostra-se corados em todas as fases do 
desenvolvimento, exceto na fase I. 
A camada de filamentos, a membrana vitelina e as células foliculares demostraram 
afmidade pelo corante, apresentando diferentes graus de intensidade de coloração (Figs. 
15, 16e 17). 
Os resultados da citoquímica de carboidratos e proteínas totais se encontram na 
tabela 1. 
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Tabela 1: Detecção de carboidratos e proteínas totais pelas técnicas: Ácido 
Periódico-Schiff (PAS), Alcian Blue pH 2,5 (AB pH 2,5), Alcian Blue pH 1,0 (AB 
pHI,O) e Fast Green (FG). Cf (células foliculares), Ct (citoplasma), Vv (vesículas vitelínicas), 
Mv (membrana vitelina), Gv (grânulo de vitelo), EF (estrutura filamentosa). Reação negativa (-), 
reação positiva fraca (+), reação positiva moderada (++) e reação positiva intensa (+++). 
Fases PAS ABpH2,5 AB pH 1,0 FG 
I - - - -
Cf + + + + 
II EF + + - +++ 
.- Ct + ++ + ++ 
Cf + + - + 
EF + + - +++ 
Inicial Mv ++ - - +++ 
Ct + ++ ++ +t-
Vv - - - -
IH Cf + + - + 
EF + + - +++ 
Final Mv ++ - - +++ 
Ct + ++ ++ + 
Vv - - - -
Cf + + - + 
EF + + - +++ 
Mv ++ - - +++ IV Ct + ++ + + 
Vv - - - -
Gv +++ ++ + ++ 
Cf + + - + 
EF + + - +++ 
V Mv ++ +++ - -
Ct + + + + 
Vv - - - -
. Gv +++ + + ++ 
Cf + + - + 
VI EF + + - +++ 
Mv ++ - - +++ 
Ct +++ - - ++ 
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Figura 8: Folículo ovariano fase II (FII), folículo ovariano fase m final (Fill f), folículo ovariano 
fase IV (FIV), folículo ovariano fase V (FV), membrana vitelina (* ), vesícula citoplasmática e 
grânulo de vitelo. PAS, escala = 180~m . 
Figura 9: Folículo ovariano fase III inicial (FIII i), folículo ovariano fase m final (FllI F), 
folículo ovariano fase N (FIV), folículo ovariano fase V (FV). PAS, escala = 180~m. 
I · 
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Figura 10: Folículo ovariano fase III final (Fill F), folículo ovariano fase N (FN), folículo 
ovariano fase VI (FVI), filamentos (.). PAS, escala = 180f.lm. 
Figura 11 : Folículo ovariano fase TI (FII), folículo ovariano fase li final (FTII F), folículo 
ovariano fase V (FV), filamentos (.). AB pH 2,5, escala = 90f.lm. 
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Figura 12: Folículo ovariano fase II (FII), folículo ovariano fase m final (FIII F), filamentos ( . ), 
membrana vitelina (*). AB pH 2,5, escala = 180l-lm. 
Figura 13 : Folículo ovariano fase II (FI!), folículo ovariano fi final (FIll F), folículo ovariano 
fase IV (FIV), folículo ovariano fase V (FV), filamentos (.). AB pH 1,0, escala = 180l-lm . 
. -
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Figura 14: Folículo ovariano fase V (FV), folículo ovariano fase VI (FVI), membrana vitelina (~_ 
AB pH 1,0, escala = 180/-tm. 
Figura 15: Folículo ovariano fase II (FII), folículo ovariano fase m final (FID F), filamentos (. ), 
membrana vitelina (* ). FG, escala = 90/-tm. 
t · 
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Figura 16: Folículo ovariano fase li final (Fli F), folículo ovariano fase N (FN), folículo 
ovariano fase V (FV), folículo vazio (FVZ). FG, escala = 180f..tm. 





A necessidade da análise microscópica das gônadas, preferencialmente os ovários, 
se expressa nos estudos de reprodução que visam associar época e tipo de desova, bem 
como a determinação do período reprodutivo das espécies. 
DIAS e colaboradores (1998) relatam que muitos erros ocorrem quando é utilizada 
apenas a análise macroscópica dos ovários e recomendam a utilização da análise 
microscópica. Devido a isso, é necessário conhecer a ovogênese da espécie que se está 
trabalhando para posteriormente montar: uma escala de desenvolvimento gonadal que 
condiz com a biologia reprodutiva da espécie. 
Associando a análise macroscópica e microscópica, consegue-se chegar. a uma 
classificação que reflita a verdadeira dinâmica reprodutiva apresentada pela espécie 
(ISSAC-NAHUM et aI, 1984). 
5.1 DESCRIÇÃO MORFOLÓGICA 
No presente estudo, a caracterização de 6 fases de desenvolvimento ovocitário de 
A. brasiliensis, condiz com o utilizado por diversos autores que trabalharam com 
diferentes espécies de peixes marinhos-estuarinos: ISSAC-NAHUM e colaboradores 
(1984); CHAVES (1989); SILVA e ESPER (1991); BERNARDES e DIAS (2000); 
SCHULTZ e colaboradores (2002); ROCHA e colaboradores (2002). 
V AZZOLER (1996) descreveu 5 fases de ovogênese para as espécies de peixes de 
água doce e 6 para peixes marinhos. Esta diferença no número de fases no 
desenvolvimento ovocitário é devida à hidratação pré-oVlllatória observada somente em 
peixes marinhos-estuarinos. Segundo CHAVES (1989) é uma característica adquirida 
através de uma convergência adaptativa ao meio. 
As características descritas para as ovogônias de Atherinella brasiliensis são as 
mesmas descritas para outros teleósteos e segundo CHINI e colaboradores (2001), as 
características destas células demonstram uma alta atividade de síntese de RNA, que 
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serão necessários ao longo do processo de maturação. De acordo com FÁ VARO e 
CHAVES (1999)a fase II (fortemente basófila), demonstra intensa síntese protéica, 
necessária para a manutenção do desenvolvimento ovocitário. Desta maneira as sínteses 
de RNA e protéica que ocorrem nas fases I e 11 respectivamente, são eventos essenciais 
para a vitelogênese que se iniciará a partir da fase 111. 
A subdivisão da fase lU em duas subfases, se deu em decorrência de modificações 
em estruturas relacionadas ao ovócito e anexas a ele (vesículas citoplasmáticas e estrutura 
filamentosa). 
Através da análise microscópica, foi verificada a presença de uma camada 
filamentosa ao redor dos ovócitos (entre as células foliculares e a membrana vitelina). As 
maiorias das descrições das fases da ovogênese em teleósteos, não mencionam a 
ocorrência desta camada de filamentos. 
Estes filamentos também foram verificados por HUAQUÍN (1980) em 
Basilichthys australis, espécie pertencente à mesma família de A. brasiliensis (Família 
Atherinidae). Os filamentos observados em microscopia óptica surgem em diferentes 
fases ovocitárias nestas espécies. Em A. brasiliensis aparecem na fase 11 enquanto em B. 
az:stralis, na fase 111. 
FALCÃO e colaboradores (2003) também observaram estes filamentos em 
Strongylura marina, pertencentes a Família Belonidae, e relataram que os filamentos 
surgem no folículo ovariano no final da fase 11 e a sua espessura aumenta até a fase V, 
diminuindo na fase VI (hialinização). 
A existência destes filamentos em diferentes grupos de peIXes sugere uma 
adaptação reprodutiva das espécies ao ambiente, provavelmente possibilitando que os 
ovos destas espécies se fixem no substrato além se ser mais uma camada do folículo 
ovariano desempenhando proteção contra os choques mecânicos. 
F Á V ARO e eHA VES (1999) compreendem por folículo ovarIano o ovócito, 
membrana vitelínica e células fohculares. No presente trabalho, além dos componentes 
citados por estes autores, também faz parte do folículo ovariano a camada de filamentos 
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que ocorre entre a membrana vitelina e as células foliculares, tendo o folículo quatro 
componentes. 
O padrão da ovogênese em Atherinella brasiliensis não difere muito dos já 
descritos para outras espécies de teleósteos de ambiente marinho-estuarino. Concordando 
com os resultados de ROCHA e colaboradores (2002) e SCHUL TZ e colaboradores 
(2002), os folículos vazios e atrésicos de A. brasiliensis não foram considerados como 
fases do desenvolvimento ovocitário pelo fato destas estruturas surgirem em decorrência 
de tal processo. O folículo vazio surge ao ocorrer a desova e o folículo atrésico ocorre 
quando folículos em fases adiantadas devitelogênese, estaciomun o seu desenvolvimento, 
se desintegram e posteriormente são absorvidos pelo ovário. 
5.2 CARACTERIZAÇÃO CITOQUÍMICA 
A detecção de carboidratos e proteínas não foi observada na fase I de 
desenvolvimento ovocitário. Isto ocorre por que estas substâncias podem estar realmente 
ausentes ou se manterem em quantidades muito pequenas nesta fase. 
O citoplasma dos ovócitos de A. brasiliensis em todas as fases da ovogênese 
(exceto na fase I) apresenta carboidratos neutros. Os carboidratos ácidos (carboxilados 
e/ou sulfatados) surgem na fase TI, diminuindo na fase V e desaparecendo na fase VI. A 
análise de proteínas totais revelou a ausência deste composto somente na fase I. 
Os resultados citoquímicos dos folículos em vitelogênese de A. brasiliensis, são 
similares aos obtidos por GUTIÉRREZ e colaboradores (1985) para Solea senegalensis e 
RAMADAM e colaboradores (1987) que detectaram tais substâncias em algumas fases 
vitelogênicas de Sparus aura ta. 
Isto implica em uma diferente forma de utilização destes compostos, durante o 
desenvolvimento do ovócito em diferentes espécies de peixes. Os carboidratos ácidos 
parecem estar envolvidos com a manutenção do processo de desenvolvimento ovocitário 
(desaparecem antes do final da ovogênese), enquanto os carboidratos neutros podem estar 
relacionados com a nutrição do embrião no início do desenvolvimento, pois é 
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demonstrado na fase VI de desenvolvimento do folículo. A mesma inferência foi proposta 
porFÁVARO e CHAVES (1999) e SCHULTZ e colaboradores (2002). 
FALCÃO e colaboradores (2003) relataram que em Strongylura marina os 
filamentos possuem conteúdo protéico e glicídico (predominantemente açúcares neutros), 
além de carboidratos ácidos carboxilados nas fases iniciais da ovo gênese. Em A. 
brasiliensis a composição citoquímica destes filamentos é semelhante ao descrita para S. 
marina, possibilitando assim hipotetizar que- os filamentos nestas espécies são uma 
adaptação reprodutiva ao meio, possibilitando assim a fixação do ovo no substrato. 
EmA. brasiliensisa membrana vitelinaapresentou carboidratos neutros juntamente 
com proteínas, sugerindo assim a presença de glicoproteínas, concordando com o 
encontrado por ClllN1 e colaboradores (2001) em Leporinus striatus e por GARCIA e 
colaboradores (2001) que detectou a presença de glicoproteínas neutras em Astyanax 
fasciatus. 
No presente estudo os grânulos de vitelo não apresentaram carboidratos ácidos 
sulfatados, porém, tiveram uma leve reação positiva ao Alcian Blue pH 2,5, 
demonstrando a presença de carboidratos ácidos carboxilados. Apresentam uma grande 
afmidade pelo P AS e Fast Gree~ detectando, assim, a presença de carboidratos neutros e 
proteínas. Segundo SESHACHAR e BAGGA (in RAMADAN et ai, 1979) corpos PAS 
positivo no citoplasma produzem uma reação positiva com a maioria dos testes para 
proteína, indicando que existe uma contaminação do complexo carboidrato-proteína. 
Este fato permite hipotetizar a formação de complexos entre carboidratos neutros e 
proteínas no citoplasma dos ovócitos durante a ovogênese. 
Os glóbulos de vitelo de Oligosarcus argentus não apresentam polissacarídeos, 
mas detectaram glicogênio nos grânulos observados entre os glóbulos de vitelo (NEVES 
et ai, 1992) .• 
RAMADAN e colaboradores (1979), relatam que a formação do vitelo em peixes 
tem mostrado numerosas variações na origem, no número e nas transfonnações de 
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inclusões de vitelo durante a ovogênese e que as inclusões podem conter gordura ou 
proteína ou glicogênio (podendo conter os 2 últimos associados). 
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6. CONCLUSÃO 
Através das análises histológicas e citoquímicas realizadas em ovários de 
Atherinella brasiliensis podemos concluir que: 
• A ovogênese foi caracterizada contendo 6 fases de desenvolvimento dos folículos 
ovananos~ 
• Folículo ovariano compreende o ovócito, membrana vitelina, camada filamentosa e 
células foliculares; 
• Foi observada uma camada . filamentosa ao redor dos ovócitos (entre as células 
foliculares e a membrana vitelina). 
• Possivelmente a camada de filamentos desempenha as funções de: 1) fixação do 
folículo maduro no substrato (auxiliando na fecundação e início do desenvolvimento 
embrionário), 2) proteção do ovócito. A formação desta camada de filamentos sugere 
uma adaptação reprodutiva da espécie no ambiente; 
• A presença de carboidratos ácidos no início da ovogênese e a ausência dos mesmos na 
fase final demonstram a importância destas substâncias na manutenção do processo de 
ovogênese; 
• A detecção de carboidratos neutros e proteínas em todas as fases da ovogênese (exceto 
na fase I), e a intensificação destes compostos no folículo maduro (verificados através 
de técnicas citoquímicas), sugere a fundamental importância destas substâncias no 
início do desenvolvimento embrionário, servindo como nutrientes; 
• A presença de proteínas e carboidratos neutros na membrana vitelina, sugere que além 
da proteção que esta confere ao ovócito, a sua constituição química possa permitir o 
reconhecimento do espermatozóide especifico. 
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8. ANEXOS 
8.1 Hematoxilina e Eosina (HE) 
• Desparafmização 
Xilol I: 10 minutos 
Xilol 11: 10 minuto. 
• Hidratação 
Álcool 100 %: 5 minutos 
Álcool 90 %: 5 minutos_ 
ÁlcooI70%:: 5 minutos 
Água destilada: 5 mmutos-
• Corante 
Hematoxilina: 10 segundos 
Água destilada corrente: 5 minutos 
Eosina: 10 segundos 
Água destilada: lavagem 
• Desidratação 
Álcool 70 %: 1 minuto 
Álcool 90 %: 2 minutos 
Álcool 100 %: 5 minutos 
Álcool 1 00 %: 5 minutos 
• Montagem 
Xilol I: 5 minutos 
Xilol 11: montagem da lâmina 
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8.2 Alcian Blue pH 1,0 e pH 2,5 
Desparafmização 
Xilol I: 1 ° minutos 
Xilol lI: 10 minutos 
Hidratação 
Álcool 100 %: 5 minutos 
Álcool 90 %: 5 minutos 
Álcool 70 %: 5 minutos 
Água destilada: 5 minutos 
Corante 
Alcian Blue de pH 1,0 ou pH 2,5: 30 minutos 
Água destilada: lavagem 
• Desidratação 
Álcool 70 %: 1 minuto 
Álcool 90 %: 2 minutos 
ÁlcoollOO %: 5 minutos 
Álcool lOO %: 5 minutos 
Montagem 
Xilol I: 5 minutos 
Xilol lI: montagem da lâmina 
Controle negativo: Metilação 
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A lâmina controle foi desparafmizada, hidratada e antes de ser submetida ao 
corante, foi submersa em solução contendo 100 ml de álcool metílico + 0,8 ml de 
ácido clorídrico concentrado (em estufa a 60°C) por 5 horas. Posterionnente foi 
lavada em água, corada, desidratada e montada. O material não se apresentou 
corado. 
8.3 Ácido Periódico - Schiff (P AS) 
• Desparafmização 
Xilol 1: 10 minutos 
Xilol II: 10 minutos 
Hidratação 
Álcool 100 %: 5 minutos 
Álcool 90 %: 5 minutos 
Álcool 70 %: 5 minutos 
Água destilada:. 5 minutos 
Corante 
Ácido Periódico 0,5%: 20 minutos 
Água destilada: 30 segtUldos 
Reativo de Schiff: 40 minutos 
Água sulfurosa: 3 banhos de 5 minutos cada 
Água corrente: 10 minutos 
Desidratação 
Álcool 70 %: 1 minuto 
Álcool 90 %: 2 minutos 
Álcool 1 00 %: 5 minutos 
Álcool! 00 %: 5 minutos 
Montagem 
Xilol I: 5 minutos 
Xilol II: montagem da lâmina 
Controle neg·ativo: 
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A lâmina utilizada como controle não foi submetida ao ácido Periódico. Após a 
completa hidratação foi submersa diretamente no Reativo de Schiff. 
Posteriormente foi desidratada e montada, não adquirindo coloração. 
8.4 F ast Green. 
Desparafmização 
Xilol 1: lO minutos 
Xilol 11: lO minutos 
Hidratação 
Álcool lOO %: 5 minutos 
Álcool 90 %: 5 minutos 
Álcool 70 %: 5 minutos 
Água destilada:. 5 minutos 
• Côrante 
Fast green 1 % em ácido acético glacial a 1 % (pH 2,7): 15 segundos 
• Desidratação 
Álcool 90 %: 2 minutos 
ÁlcoollOO %: 5 minutos 
Álcool lOO %: 5 minutos 
Montagem 
Xilol1: 5 minutos 
Xilol II: montagem da lâmina 
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